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Le glutamate est le principal neurotransmetteur excitateur dans le systéme nerveux central. Les
transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUTs) permettent I’accumulation du glutamate dans
les wvésicules synaptiques et sont les seuls marqueurs spécifiques des terminaisons
glutamatergiques dont nous disposons a I’heure actuelle. Trois transporteurs vésiculaires du
glutamate ont été identifiés : VGLUT1-3. Les VGLUTS sont trés conservés aux niveaux structural
et fonctionnel, mais ils sont répartis anatomiquement de fagon quasi complémentaire. VGLUT]1 et
VGLUT?2 sont exprimés par les neurones glutamatergiques classiques aux niveaux corticaux et
sous-corticaux (respectivement). VGLUT3, quant a lui, est présent au niveau de neurones utilisant
d’autres neurotransmetteurs que le glutamate : les interneurones cholinergiques du striatum et de
I’accumbens, certaines sous-populations d’interneurones GABAergiques de 1"hippocampe et du
cortex et I’ensemble des neurones sérotoninergiques. VGLUT1-3 définissent donc trois sous-
systémes glutamatergiques distincts. La question centrale que je me suis posée au cours de cette
theése a été : quelles sont les implications fonctionnelles de chacun des VGLUTSs ?

Dans un premier temps, nous avons cherché a comprendre le role de VGLUT3 dans les neurones
cholinergiques et sérotoninergiques. Pour aborder cette question, nous avons utilisé un modeéle de
souris génétiquement modifiées ou le géne codant pour VGLUT3 a ¢été invalidé par
recombinaison homologue (souris vglut3”). Ma contribution a ce travail a été de déterminer si
I’absence de ce géne entralnait (ou pas) des modifications d’expression d’enzymes intervenant
dans la synthése de neurotransmetteurs, des récepteurs et transporteurs des différents systémes de
neurotransmission. Pour mener a bien cette tache j’ai appris a maitriser les techniques d’élevage,
de génotypage et d’anatomie semi-quantitatives des ARNm, des protéines et des sites de liaisons.
L’ensemble de ce travail a permis de mettre en évidence la relative absence de processus
d’adaptation neuronale suite a la délétion de VGLUT3. Ces données ont joué¢ un rdle clef pour
I’interprétation du phénotypage des souris vglut3™.

Dans un deuxiéme temps, j’ai voulu déterminer si différentes pathologies humaines neurologiques
ou psychiatriques s’accompagnaient de modifications de la transmission glutamatergique et par
voie de conséquences de modulations de I’expression des VGLUTSs. Dans ce but, j’ai utilisé d’une
part des antisérums spécifiques des isoformes humaines de VGLUT1 et de VGLUT2 et d’autre
part des échantillons de tissus post mortem humains de sujets contrdles ou de patients atteints par
la maladie d’Alzheimer ou 1’autisme. Ce projet m’a permis de mettre en évidence des
modifications assez profondes et insoupgonnées de systémes glutamatergiques dans la maladie
d’Alzheimer. Enfin, j’ai récemment développé un antisérum qui permettra de quantifier VGLUT3
dans des échantillons cérébraux humains.

Mots clés : Transporteurs vésiculaires du glutamate VGLUT1, VGLUT2 et VGLUT3, souris,
humains, hybridation in situ, immunoautoradiographie, western blot, maladie d’Alzheimer,
syndrome autistique.
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INTRODUCTION

-I- STRUCTURE DES CELLULES NERVEUSES

Le cerveau est composé de différents types cellulaires dont les neurones et les cellules
gliales. Les neurones sont des cellules ultra-spécialisées pour la communication et trés
fortement polarisées. Pour communiquer, les neurones transmettent des informations par
influx nerveux (ou potentiel d’action) ou par des messagers chimiques (les
neurotransmetteurs). Le neurone est formé d’un corps cellulaire (ou soma) et plusieurs
prolongements qui s'arborisent plus ou moins abondamment. Ces structures spécialisées sont

de deux types : les dendrites et 'axone.

Il existe un trés grand nombre de morphotype neuronaux : les neurones en étoile, en
corbeille, en chandelier, granulaires, pyramidaux ou ovoides etc .. Le nombre de
prolongations axonales et dendritiques est un élément de classement des neurones. Les
neurones présentent une (unipolaires, pseudo-unipolaires) ou deux (bipolaires) ou plusieurs
(multipolaires) prolongations (ou neurites). Il existe deux types de neurones :

- Les neurones dits de projection (neurones de Golgi type 1), dont les axones projettent
vers une ou plusieurs autres structures du systéme nerveux central situées elles-mémes a des
distances plus ou moins éloignées de leurs somas (exemple : les cellules pyramidales du
cortex, les cellules de Purkinje du cervelet).

- Les neurones des circuits locaux (neurones de Golgi type II), dont 1'axone est trés
court, ne quittent pas les limites de la structure ou se trouvent leurs somas (exemple : les

cellules a panier du cortex de I’hippocampe ou du cervelet).

Les dendrites et le soma neuronaux regoivent de trés nombreux contacts synaptiques
venant d'autres neurones et constituent la principale surface de réception du neurone. Les
dendrites regoivent des messages afférents. En réponse a ces messages, le neurone récepteur
génére a son tour des potentiels d’action qui se propagent le long de I’axone. Le message
¢lectrique ne circule pas d’un neurone a 1’autre. Au niveau de 1’espace synaptique, qui sépare
deux neurones (20-50nm), I’information se propage grace a une transmission chimique.

Quand l’influx nerveux atteint la terminaison synaptique, il y provoque I’entrée d’ions



calciques et induit le déplacement vers les terminaisons nerveuses de petites vésicules
synaptiques contenant les neurotransmetteurs. La membrane de ces vésicules fusionne alors
avec la membrane présynaptique permettant la libération du neurotransmetteur par exocytose
dans I’espace synaptique. Une fois libérés, les neurotransmetteurs se fixent sur des récepteurs
spécifiques et engendrent la réponse postsynaptique. Le cycle se termine par 1’arrét du
message selon 3 modes: 1) diffusion hors de I’espace synaptique, 2) dégradation

enzymatique en produits inactifs et/ou 3) recapture par des transporteurs plasmiques.

-11- LES NEUROTRANSMETTEURS

Une molécule peut étre qualifiée comme neurotransmetteur a condition qu’elle remplisse
différents critéres (Schwartz 2000). Elle doit :
> Etre synthétisée dans certains neurones car aucun des neurotransmetteurs classiques ne
passe la barriére hémato-encéphalique d’ou la nécessité de la présence de ses
précurseurs et de ses enzymes de biosynthése.
> FEtre présente et stockée au niveau des terminaisons présynaptiques.
> FEtre libérée dans 1’espace synaptique: 1) en réponse a un potentiel d’action
présynaptique, 2) de facon dépendante des ions calcium, et 3) en quantité suffisante
pour induire une réponse de I'élément pré - et/ou postsynaptique.
» Posséder des récepteurs spécifiques postsynaptiques (le contact direct de la molécule
sur la membrane postsynaptique doit pouvoir reproduire l'effet d'une stimulation
présynaptique).

> FEtre inactivée rapidement.

Cependant, cette définition est remise en cause par 1’existence de substances endogenes qui
ne sont pas synthétisées par les neurones ou qui ne sont pas stockées dans les vésicules
synaptiques tels que le monoxyde d’azote, le monoxyde de carbone, I’anandamide (Boehning
& Snyder 2003).

On distingue trois principales classes de neurotransmetteurs : les neurotransmetteurs

classiques, les neuropeptides et les neurotransmetteurs atypiques.

- Les neurotransmetteurs classigues (Fonnum 1984), de petite taille, restent les mieux

connus. Ils sont en général synthétisés dans le neurone a partir de précurseurs exogenes. Ils



sont stockés dans les petites vésicules synaptiques en attendant leur libération. Les

neurotransmetteurs classiques appartiennent a différentes familles dont les plus connus sont :

Les catécholamines:
e Ladopamine (DA), la noradrénaline (NA), I'adrénaline (A)
Les autres monoamines biogénes :
e La sérotonine (5-HT), ['histamine (HIS)
L'acétylcholine (ACh)
Les acides aminés

o Excitateurs : glutamate (Glu), 'aspartate (Asp)

o Inhibiteurs : I’acide gamma aminobutyrique (GABA) et la glycine (Gly).

- Les neuropeptides et neurohormones sont des polypeptides de longueurs variables. En

général, ils coexistent avec des transmetteurs classiques a I’intérieur des mémes terminaisons.
Leur libération calcium-dépendante se fait par exocytose (Merighi 2002, Rupprecht et al.
2001, Salio et al. 2006).

e Les neuropeptides : trés nombreux comme par exemple les enképhalines, la substance

P, la somatostatine, ...

e Les neurohormones, dont de nombreux peptides pouvant également avoir un réle de

neuropeptide par exemple :-ocytocine, vasopressine, ...

- Les neurotransmetteurs atypigues ainsi appelés car ils ne répondent pas a tous les critéres

des neurotransmetteurs. Contrairement a ces derniers, ils ne sont pas stockés dans des
vésicules et ils ne sont pas libérés par les terminaisons présynaptiques par exocytose. Ils sont
souvent associés aux signaux que les cellules postsynaptiques renvoient sur les cellules

présynaptiques (Baranano et al. 2001, Boehning & Snyder 2003). On distingue par exemple:

e le monoxyde d’azote (NO), ’oxyde de carbone (CO) et I’hydrogéne sulfuré (H,S), la

D-sérine, le zinc, ’adénosine.




On peut également classer les neurotransmetteurs en fonction de leur rdéle: en

neurotransmetteurs effecteurs ou modulateurs.

Les neuromédiateurs ou neurotransmetteurs effecteurs : le glutamate et 1’aspartate
(excitateur) - le GABA et la glycine (inhibiteur). Ils sont présents dans un grand nombre de
neurones du SNC. Ils délivrent une information spécifique (point a point) pendant un temps
bref avec une action via des récepteurs canaux ionotropiques.

Les neuromodulateurs : dopamine, noradrénaline, sérotonine, histamine, peptides. IIs
sont généralement synthétisés par un nombre restreint de neurones. Ils délivrent une
information volumique et agissent le plus souvent sur des récepteurs couplés a des protéines
G.

Les neurones utilisent: 1) un ou plusieurs neuropeptides, 2) un ou deux
neurotransmetteurs de petite taille 3) un neurotransmetteur et un neuropeptide. Dans ce cas,
ces molécules sont appelées cotransmetteurs. Généralement, elles sont stockées dans des
vésicules synaptiques distinctes, mais on peut retrouver deux cotransmetteurs qui cohabitent

dans la méme vésicule.

-111- LES TRANSPORTEURS

Il existe deux types de transporteurs : vésiculaires et plasmatiques. Ces transporteurs
appartiennent a la grande famille des « SoLute Carriers » ou SLC. Cette famille regroupent
des transporteurs aux propriétés structurales et fonctionnelles similaires. Les

neurotransmetteurs classiques, apres synthése, sont accumulés dans des vésicules synaptiques

par des transporteurs vésiculaires. A I’arrivée d’un potentiel d’action, les vésicules libérent
leur contenu dans la fente synaptique par exocytose. Une fois libérés, les neurotransmetteurs
se fixent sur des récepteurs qui leur sont spécifiques et induisent une réponse postsynaptique.
La réaction se termine par 1’arrét du message de trois fagons différentes : 1) diffusion hors de
I’espace synaptique, 2) dégradation enzymatique en produits inactifs et/ou 3) recapture par

des transporteurs plasmiques.

-111-1- Les transporteurs vésiculaires

e dynamisme de ces transporteurs dépend du gradient de protons genere par
Le d i d dépend d dient d (H") généré

I’ATPase vacuolaire (V-ATPase) présente sur les vésicules synaptiques (Beyenbach &



Wieczorek 2006, Gasnier 2000, Ozkan & Ueda 1998). La V-ATPase utilise 1’énergie de
I’hydrolyse de I’ATP en ADP pour accumuler les ions H™ dans les vésicules synaptiques,
créant un fort gradient transmembranaire (ApH"). Ce gradient de protons entre le cytoplasme
et la lumiere vésiculaire peut étre divisé en deux composantes : 1) le gradient de pH (ou ApH),
di a l’acidité importante de I’intérieur de la vésicule, et 2) le gradient électrique (ou AY)
rattaché aux charges positives dans la vésicule. Ces deux composantes sont également
modulées par la perméabilité aux ions chlore de la vésicule. Pour un (AuH") constant, plus la
perméabilité au CI est élevée, plus la composante ApH sera importante. L’amoncellement de
charges négatives dans la lumiére vésiculaire réduit le AW sans nuancer le gradient de pH et

détermine donc les proportions de AY et de ApH (Figure 3b) (Reimer et al. 2001).

Trois familles de transporteurs vésiculaires des neurotransmetteurs classiques ont été

identifiées biochimiquement dans le cerveau puis caractérisées d’un point de vue moléculaire.

1) Une famille comprend les transporteurs vésiculaires des amines dont ceux des monoamines
(VMATI et VMAT2) et celui de l’acétylcholine (VAChT). Ces neurotransmetteurs se
présentent sous forme cationique au pH cytoplasmique. L’activité de ces transporteurs dépend
principalement de la composante ApH. Elle permet [’échange d’une molécule de

neurotransmetteur contre deux protons (Eiden 2000, Parsons 2000).

2) La deuxiéme famille est constituée d’un seul membre, le transporteur vésiculaire des acides
aminés inhibiteurs (VIAAT ou VGAT) qui a pour substrats le GABA et la glycine (Sagne et
al. 1997). Au pH cytoplasmique, le GABA et la glycine sont neutres. L’activité de VIAAT ou
VGAT dépend a la fois du AY et du ApH et permet I’échange d’une molécule de

neurotransmetteur contre un proton (Gasnier 2000, Hell et al. 1990).

3) La derniére famille regroupe les trois transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT1-3).
Le glutamate est sous forme anionique au pH cytoplasmique. L’activité des VGLUTs dépend
principalement du A¥Y ((Maycox et al. 1988). Cependant, on ignore si les VGLUTs
transportent seulement le glutamate dans la vésicule ou s’il y a un échange du glutamate avec
un proton (Maycox & Jahn 1990, Tabb et al. 1992). Ce sont ces trois transporteurs que nous
avons plus particuliérement étudiés et je les présenterai de maniére plus détaillée dans le

paragraphe V de ce chapitre.



Deux autres transporteurs vésiculaires ont ét¢ récemment identifiés. Tout d’abord, la
sialine qui transporte 1’acide sialique lysosomal et qui véhiculerait également le glutamate et
I’aspartate (Miyaji et al. 2008). La sialine a été rebaptisée « Vesicular Excitatory Amino Acid
Transporter ou VEAT » (Miyaji et al. 2008). Le deuxiéme transporteur récemment identifié
permet d’accumuler I’ATP dans des vésicules synaptiques et porte le nom de VNUT pour
Vesicular NUcleotide Transporter (Sawada et al. 2008). Ces découvertes, suggérent que

I’aspartate et I’ATP seraient des neurotransmetteurs.

-111-2 Les transporteurs plasmiques

Ce sont des transporteurs secondaires qui utilisent 1’énergie générée par 1’existence de
gradients ioniques. Par exemple, les sites de recaptures plasmiques des neurotransmetteurs
utilisent le gradient de sodium (Na') ou de potassium (K') créé par I’activité d’une pompe
Na'/K"-ATPase (Masson et al. 1999). Ces transporteurs sont chargés de 1’élimination du
neurotransmetteur de la fente synaptique apres sa libération. Ils régulent 1’intensité et la durée
des messages neuronaux. Ils sont également la cible de différentes substances psychotropes
comme la cocaine ou de médicaments comme les antidépresseurs.

Il existe deux grandes familles de transporteurs plasmiques des neurotransmetteurs :

1- Les transporteurs dont I’activité est couplée a un cotransport de Na' et de chlore (Cl) a 10
domaines transmembranaires. Cette famille comprend les sites de recapture du GABA (GAT),
de la glycine (GLYT), de la noradrénaline (NET), de la dopamine (DAT) et de la sérotonine
(SERT).

2- Les transporteurs des acides aminés excitateurs (glutamate et aspartate) dont I’activité est
dépendante d’un cotransport de Na™ et d’un antiport de potassium (K"). Cette famille
comporte 5 membres appelés EAAT1-5 (Danbolt 2001).

Il faut aussi noter I’existence d’un transporteur de la choline (ChT). La choline est obtenue
par dégradation de ’acétylcholine (ACh) par 1’acétylcholinestérase (AChE) au niveau de
I’espace synaptique. Elle est ensuite recaptée par ChT pour servir de précurseur pour une
nouvelle synthése. La translocation de la choline constitue 1’étape limitante de la biosynthése

de I’acétylcholine (Ferguson & Blakely 2004).



-1V- LA NEUROTRANSMISSION GLUTAMATERGIQUE

-1V-1 Rappels historiques

Le glutamate (la forme anionique de I’acide glutamique) est I’un des 20 acides-o-aminés
« naturels » constituant les proté€ines. Sa chaine latérale contient un résidu carboxyl, ce qui en

fait un acide aminé "acide", dicarboxylique et polaire.

Le glutamate est largement répandu dans 1’organisme. Il intervient dans diverses réactions du
métabolisme général comme la synthése des protéines, le cycle de Krebs, la détoxification de
I’ammoniaque, la glyconéogenése (Fonnum 1984). Le glutamate fait partie des acides aminés
non essentiels. En effet, bien que synthétisé¢ par I’organisme, il ne franchit pas la barriére
hémato-encéphalique. Il n’est donc pas apporté par le sang mais €élaboré localement dans le

systeme nerveux central (Meldrum 2000).

Il y a plus de 60 ans, la découverte de la forte concentration de glutamate dans le
cerveau a entrainé de nombreuses spéculations sur son role dans le SNC. Son implication a
été envisagée dans certaines pathologies neurologiques dont le retard mental et 1’épilepsie
(Fonnum 1984). Dans les années 1950, Hayashi et al. ont observé que le L-glutamate pouvait
entrainer des convulsions et 1’ont proposé comme neurotransmetteur (pour revue voir
(Watkins 2000)). De méme, d’autres équipes ont montré que les neurones centraux étaient
dépolarisés et excités par le L-glutamate, comme le ferait un neurotransmetteur excitateur
(Curtis et al. 1959). Cependant, certaines actions du L-glutamate semblaient contredire cet
aspect d’émetteur excitateur. Il a fallu attendre 20 ans pour confirmer son rdle en tant que
principal neurotransmetteur excitateur du SNC (pour revue, voir (Fonnum 1984, Watkins
2000 , Purves et al. 2004)).

Le glutamate réunit les critéres établissant le role de neuromédiateur dans le systéme
nerveux (pour revue, voir (Fonnum 1984)):
- Le glutamate est synthétisé dans des neurones du systéme nerveux central avec une

distribution régionale caractéristique.

- La stimulation du neurone entraine la libération du glutamate vésiculaire en quantités
physiologiquement significatives.

- Des récepteurs spécifiques reconnaissant le glutamate sont présents au voisinage de la
structure synaptique.
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- Le glutamate libéré est éliminé rapidement.

-1V-2 Voies anatomiques glutamatergiques

En 1983, Jon Storm-Mathisen et ses collégues ont mis en évidence la présence des acides
aminés Glutamate et GABA dans les neurones centraux grace a des méthodes
immunocytochimiques (Storm-Mathisen et al. 1983). Par la suite, ils rapportent la présence de
glutamate dans les vésicules synaptiques des neurones pyramidaux corticaux (Ottersen et al.
1997). Ces auteurs ont également établi que le glutamate vésiculaire est libéré par exocytose

(Storm-Mathisen & Ottersen 1990).

Les voies glutamatergiques ont été décrites et classées en deux catégories (Ottersen et al.
1997, Storm-Mathisen & Iversen 1979, Storm-Mathisen et al. 1983, Storm-Mathisen &
Ottersen 1990).

-1V-2.1 Les voies corticofuges et cortico-corticales

Les voies corticofuges partent du cortex et se projettent sur des structures comme le striatum
(voie 1), le noyau accumbens, les noyaux amygdaliens, les tubercules olfactifs (voie 2), le
thalamus, la substance noire, les noyaux pontiques (voie 3), la moelle épinicre (voie 4), le
cortex (voie 5), les noyaux rouges (voie 6), les collicules supérieurs (voie 7) et I’hippocampe
(voie 8).

Les voies cortico-corticales (voie 5) relient les différentes parties du cortex ainsi que les deux
hémispheéres corticaux entre eux. En résumé, toute I’information qui circule dans le cortex et

quitte le cortex est glutamatergique.

-IV-2.2 Les voies hippocampiques, sous-corticales et cérébelleuses

Les principales voies sous-corticales glutamatergiques sont :

- Les projections intrahippocampiques formant un continuum de connexions synaptiques
excitatrices allant du cortex entorhinal vers le subiculum en passant par le gyrus dentelé
(cellules granulaires), puis ’aire CA3 (cellules pyramidales) via les fibres moussues (voie 1),
puis I’aire CA1 (cellules pyramidales) via les collatérales de Schaeffer (voie 2), avant un

retour au cortex entorhinal (voies 3 et 4) ;
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- Les projections hippocampofuges, reliant 1’hippocampe (aire CA1) au noyau accumbens
(voie 3) et au cortex (voie 4) ;

- Les projections thalamofuges, comme les voies thalamo-striatale (voie 5), thalamo-
amygdalienne (voie 6) et thalamo-corticale (voie 7) ;

- Les voies cérébelleuses, comme les voies cérébello-thalamique (voie 9), bulbo-cérébelleuse
(voie 11 et 13), cérébello-cérébelleuse (voie 12) ;

- La voie innervant la substance noire et le globus pallidus a partir du noyau subthalamique
(voie 8) ;

- La voie partante du cortex piriforme et projetant vers les bulbes olfactifs (voie 10).

-1V-3 Description histologique des structures d’intéret

Je décrirai ci-dessous rapidement les principales structures anatomiques étudiées au cours de

mon travail, qui sont : le cortex, I’hippocampe et le striatum.

Les cortex cérébraux sont localisés a la surface du névraxe dans les différents lobes du
cerveau (frontal, temporal, pariétal, occipital). Sur le plan neuronal, ils sont constitués de
deux grandes classes cellulaires : les cellules pyramidales et les cellules granulaires (étoilées).
Les cellules pyramidales ont un corps cellulaire (10-70um) pyramidal, un long axone qui
s’oriente vers la substance blanche, et deux séries de dendrites dont une dendrite apicale qui
se dirige vers la surface du cortex et de petites dendrites basales qui se ramifient dans les
couches profondes du cortex. Les cellules granulaires ont un corps cellulaire plus petits (5-
10pm) de forme étoilée et des prolongements axonaux et dendritiques plus courts qui restent
dans la structure corticale. Les cellules granulaires munies d’épines sont excitatrices tandis

que les cellules granulaires sans épines sont inhibitrices.

-1V-3.1 L’organisation du cortex cérébral

Le cortex recouvre les deux hémisphéres du cerveau. Il est constitué par une couche de
substance grise formée de 6 couches cellulaires numérotées de I a VI de la surface vers la

profondeur.
e La couche I ou couche moléculaire pauvre en cellules nerveuses, constituée surtout

des cellules gliales et des fibres nerveuses dont le trajet est paralléle a la surface

corticale.
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e La couche Il ou couche granulaire externe, essentiellement constituée de petits
neurones non pyramidaux. La couche granulaire regoit les connexions provenant

d’autres aires du cortex cérébral. Il s’agit de connexions cortico-corticales afférentes.

e La couche IIl ou couche pyramidale externe contient la majorit¢ des neurones
pyramidaux. Ces neurones émettent des connexions vers d’autres zones du cortex

cérébral. 11 s’agit de connexions cortico-corticales efférentes.

e La couche IV ou couche granulaire interne est formée de petits neurones non
pyramidaux représentés essenticllement par des cellules étoilées. Les informations
provenant des aires autres que corticales ainsi que de 1’autre hémisphére arrivent au

niveau de la couche granulaire.

e La couche V ou couche pyramidale interne contient essentiellement des neurones dont
les dendrites apicales se projettent soit dans la couche moléculaire (couche I) soit dans
la couche granulaire interne (couche IV). Les axones de ces neurones se projettent a
distance (striatum, tronc cérébral, moelle épiniére ...), contrairement a ceux de la

couche pyramidale externe.

e La couche VI ou multiforme est la source principale des neurones qui se projettent sur

le thalamus.

-1V-3.2 L’organisation du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux est constitué¢ de lobules formés d’une couche de matiére blanche et de
trois couches neuronales de matiére grise. De I’extérieur vers I’intérieur, on trouve
successivement : la couche externe (ou moléculaire), la couche ganglionnaire (ou couche des

cellules de Purkinje), la couche interne (ou granulaire), et la couche de matiére blanche.

e La couche moléculaire est formée d’interneurones inhibiteurs : les cellules étoilées et
les cellules en corbeille. Les cellules étoilées sont positionnées en surface de la couche
moléculaire tandis que les cellules en corbeille sont situées plus en profondeur. Ces

cellules forment des connexions avec la couche inférieure, la couche des cellules de
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Purkinje. Les axones des cellules granulaires se divisent en deux pour former les

fibres paralleles dans cette couche.

e La couche des cellules de Purkinje est formée principalement des somas des cellules
de Purkinje. Ces cellules établissent des contacts synaptiques avec les axones des
cellules en corbeille. Le réseau dendritique des cellules de Purkinje forme des
connexions avec les cellules étoilées et les fibres grimpantes. Les axones des cellules
de Purkinje projettent des messages efférents vers les noyaux intra-cérébelleux puis

les envoient vers la moelle, le bulbe et le cortex via le thalamus.

e La couche interne ou granulaire est composée de neurones inhibiteurs et excitateurs
qui regoivent les informations venant du cortex cérébral (fibres moussues) et de la

moelle (fibres grimpantes).

-1V-3.3 L’organisation de I’hippocampe

L’hippocampe est composé d’une part de neurones glutamatergiques, organisés en 2 couches
cellulaires majeures : les cellules de la couche granulaire du gyrus dentelé et les cellules
pyramidales des champs ammoniques (corne d’Ammon, CAl-4) et d’autre part
d’interneurones GABAergiques. Les connections entre les neurones granulaires du gyrus
dentelé et I’ensemble des neurones pyramidaux forme un circuit nommé boucle synaptique de

I’hippocampe.

L’entrée d’une information provenant des cortex associatifs visuels, auditifs ou somatiques
dans I’hippocampe se fait par les axones du cortex entorhinal nommés fibres perforantes (ou
voie perforante, car elle traverse le subiculum et I'espace qui le sépare du gyrus dentelé). Ces
synapses sur les neurones granulaires du gyrus dentelé forme la premiére connexion du circuit

trisynaptique.

Les fibres moussues issues de la couche des cellules granulaires du gyrus dentelé créent la

deuxiéme connexion avec les dendrites des cellules pyramidales de 'aire CA3..
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Les axones des neurones pyramidaux de l'aire CA3 se divisent d’une part en fibres
commissurales s’orientant vers I'hippocampe contralatéral via le corps calleux et d’autre part
les collatérales de Schaffer, qui font la troisiéme connexion de la boucle avec les cellules de

'aire CA1.

Pour finir, les axones des cellules de ’aire CA1 projettent vers les neurones du subiculum et
du cortex entorhinal. Les axones des neurones pyramidaux du subiculum se dirigent ensuite
vers les noyaux sous-corticaux par la fimbria, mince lame de substance blanche au bord
interne de I'hippocampe. Finalement, l'information retournera vers les aires corticales

sensorielles d'ou elle était partie avant d'étre traitée par 'hippocampe.

-1V-3.4 L’organisation du striatum

La partie dorsale du striatum correspond au noyau caudé et au putamen, fusionnés

chez le rongeur et distincts I’un de I’autre chez les primates.

La partie ventrale du striatum comprend le nucleus accumbens, subdivisé notamment
en ceeur (core, écorce) et coquille (shell, partie ventrale), et la partie striatale du tubercule
olfactif (Voorn et al. 2004).

L’innervation que recoit le striatum donne une représentation de la complexité de
celui-ci . En effet, le striatum recoit une projection massive et somatotopique de I’ensemble
des territoires corticaux, ainsi que du thalamus, de ’amygdale et de I"hippocampe (Nakano
2000, Voorn et al. 2004). De plus, les terminaisons dopaminergiques et cholinergiques
représentent, chacune, 15% des terminaisons totales dans le striatum (Zhou et al. 2002).

Le striatum est aussi divisé en une partie dorso-latérale liée au systéme sensori-moteur
(cortical et thalamique), alors que la partie ventro-médiane est associée au systéme limbique
(cortical, amygdalien et hippocampique). Le domaine entre la partie dorso-latérale et la partie

ventro-médiane recoit des afférences provenant de régions associatives (Voorn et al. 2004).

Le striatum fait partie des ganglions de la base, un ensemble de structures interconnectées
qui régulent I’activité motrice. En plus du striatum, les ganglions de la base comprennent
également le pallidum, le noyau sous-thalamique, le noyau entopédonculaire et la substance

noire (SN, pars compacta et réticulata).
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Le striatum constitue la principale voie d’entrée dans les ganglions de la base. 11 regoit
une projection massive et organisée de fagcon somatotopique provenant de 1’ensemble

des régions corticales.

Il est constitué par les neurones épineux de taille moyenne (MSN). Leur activité est
modulée de fagons locales par plusieurs types d’interneurones, GABAergiques et
cholinergiques ainsi que par les fibres dopaminergiques (systéme nigro-stri¢) et

sérotoninergiques des noyaux du raphé.

Les MSN striataux se projettent de fagon directe ou indirecte vers la substance noire.
La voie indirecte établit un relais dans le globus pallidus, puis dans le noyau sous-

thalamique avant d’arriver a la substance noire.

Les connexions efférentes qui vont vers le thalamus partent ensuite de la substance

noire (partie réticulée) et se projettent vers le cortex.

Enfin, la substance noire compacte envoie une projection dopaminergique massive

vers le striatum.

-«

-1V-4 Métabolisme du glutamate

-1V-4.1 Biosynthese

Le glutamate neuronal a plusieurs origine (Daikhin & Yudkoff 2000):

e Il a pour principale source le cycle de Krebs. L’a-cétoglutarate, intermédiaire du

cycle de Krebs, est transformé en glutamate par la glutamate déshydrogénase.

e Il provient également de la glutamine des cellules gliales synthétisée par la
glutamine synthétase a partir du glutamate recapté dans I’espace synaptique. La
glutamine est libérée des astrocytes puis captée par les terminaisons axonales et
transformée en glutamate par une enzyme mitochondriale : la glutaminase activée

par le phosphate (GLS1 ou PAG).
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e Le glutamate peut aussi €tre synthétisé a partir de 1'aspartate et de la leucine qui
sont désaminés respectivement par 1’aspartate amino-transférase et 1’amino-

transférase des acides aminés hydrophobes.

e FEt pour finir I’acide y-amino-butyrique (GABA) qui peut étre dégradé en
glutamate et succinate semialdéhyde par la GABA-transaminase (Medina-Kauwe

etal. 1994).

Le glutamate est présent a forte concentration (1-10mM) dans le cytoplasme de toutes les
cellules du systétme nerveux central. En revanche, la concentration extracellulaire est
inférieure a 1uM. Le glutamate est a la fois le principal neurotransmetteur excitateur du
cerveau et une puissante molécule excitotoxique. Pour préserver I’homéostasie du cerveau, il
est donc fondamental de maintenir la concentration extracellulaire du glutamate en dessous de
son seuil d’excitotoxicité. Ce gradient de concentration est obtenu par des transporteurs
membranaires tres actifs, les EAATs qui sont localisés sur la membrane plasmique des

neurones et des cellules gliales. Ils jouent plusieurs rdles clé :

1- Permettre le recyclage du glutamate
2- Controler la durée et I’étendue du message glutamatergique

3- Protéger les neurones

Ces systeémes de transport ont été identifiés grace a différentes techniques : biochimie
(transport de glutamate—[3H]), immunocytochimie, hybridation in situ, électrophysiologie
(patch-clamp) et de clonage moléculaire. La différence des concentrations en glutamate est
maintenue a I’aide de transporteurs membranaires actifs. Ce type de transport présente une

haute affinité¢ de 10uM (Meunier & A.Shvaloff 1992).

Le transport du glutamate est dépendant de la concentration de sodium extracellulaire. I
consiste en un échange entre un ion glutamate et trois ions sodium d’une part qui entrent
contre un ion potassium, d’autre part, qui sort de la cellule. Chaque ion glutamate qui entre
entraine donc avec lui une charge positive, d’ou un courant membranaire entrant qui peut étre
détecté. 11 apparait que ce systéme de transport est étroitement dépendant du potentiel et du

gradient de potassium (la dépolarisation ou/et I’¢lévation du taux de potassium externe le
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réduit). Ce systeme présente une faible spécificité vis-a-vis du glutamate puisqu’il transporte

également 1’aspartate (Takahashi et al. 1997).

L’existence chez les rongeurs des trois premiers sous-types de transporteurs des acides
aminés excitateurs a été révélée par des études de biologie moléculaire. Ils ont été nommés
GLT1 (Glutamate Transporter 1, (Pines et al. 1992)), GLAST (Glutamate Aspartate
Transporter, (Storck et al. 1992)) et EAACI (Excitatory Amino Acid Carrier, (Kanai &
Hediger 1992)).

Ces études ont abouti au clonage chez I’homme de 5 sous-types de transporteurs nommeés
EAATI1 (GLAST), EAAT2 (GLT1), EAAT3 (EAAC1) EAAT4 et EAATS (Tableau 1)
(Arriza et al. 1994, Fairman et al. 1995), présentant jusqu’a 65% d’homologie entre eux et

90% d’homologie avec les orthologues de rongeurs.

-1V-4.2 Le stockage vésiculaire

Le glutamate cytoplasmique est stocké dans des vésicules grace a des transporteurs (VGLUT1
a 3) en attendant d’étre libéré dans I’espace synaptique aprés un potentiel d’action. Le

chapitre V leur est consacré.

-1V-4.3 La libération dans I’espace synaptique et fixation sur les récepteurs

Sous I’action d’un potentiel d’action, le glutamate accumulé dans les vésicules synaptiques,
est libéré dans 1’espace synaptique aprés fusion des vésicules synaptiques a la surface
membranaire présynaptique. Le glutamate, une fois libéré, se fixe sur des récepteurs
glutamatergiques ionotropiques (NMDA, AMPA et Kainate) ou métabotropiques (mGluR,)

postsynaptiques . La plupart de ces récepteurs sont excitateurs.

En plus des principaux récepteurs du glutamate (NMDA, AMPA, Kainate, mGIuR), il existe
des récepteurs Delta, présentant une homologie de séquence avec les récepteurs AMPA, mais
dont I’appartenance aux récepteurs ionotropiques du glutamate reste incertaine (Schmid &
Hollmann 2008).

e Récepteurs ionotropiques ou récepteurs-canaux

IIs portent le nom de leur agoniste le plus sélectif.

Les récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) sont activés par le NMDA, le L-glutamate

et le L-asparate. A 1’état de repos, le magnésium (Mg2+) reste fixé au milieu du canal ionique
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et bloque le passage des ions. La dépolarisation de la membrane est nécessaire pour que le
Mg®" soit éliminé. Le glutamate peut alors étre effectif pour la transmission de 1’influx
nerveux, si la glycine est fixée sur son propre site sur le récepteur NMDA. La fixation du
glutamate provoque I’entrée des ions calcium qui augmentent encore davantage la
dépolarisation de la membrane (Ozawa et al. 1998). Le message induit par les récepteurs
NMDA est lent et étendu dans le temps. Il joue également un réle central dans la plasticité
synaptique, comme dans la potentialisation a long terme (LTP) ainsi que dans la dépression a
long terme (LTD) dans I’hippocampe, le cortex et le cervelet (Casado et al. 2002, Daoudal &
Debanne 2003). Tous ces processus sont la base des mécanismes cellulaires de la mémoire

(Blitzer et al. 2005)

Les récepteurs AMPA (Acide a-amino-hydroxy-5-méthyl-4-isoxazole propionique) peut

étre directement activés par ’AMPA et par le glutamate (sans aucun potentiel d’action
préalable). La fixation du glutamate est suffisante pour 1’activation du récepteur AMPA. Ils
sont majoritairement perméables au Na' et K'. L’activation du récepteur AMPA permet
I’ouverture du canal sodium et la dépolarisation de la dendrite (Ozawa et al. 1998, Pinheiro &

Mulle 2008).

Les récepteurs Kainate sont également des récepteurs ionotropiques auxquels se lient le
glutamate et une substance extraite de 1’algue rouge Digenea simplex : le Kainate. Tout
comme le récepteur AMPA, il est perméable aux ions sodium et potassium et son activation
entraine les mémes événements que I’activation du récepteur AMPA (Ozawa et al. 1998). Les
récepteurs Kainate sont situés au niveau post-synaptique et également pré-synaptique, ou ils
régulent positivement la transmission glutamatergique (autorécepteurs) ou GABAergiques
(hétérorécepteurs) (Huettner 2003, Rodriguez-Moreno & Sihra 2007). Bien que possédant la
structure des récepteurs ionotropiques, les récepteurs Kainate pré-synaptique présentent une
action métabotropique. Ils activent certaines voies de signalisation intra-cellulaire, sans

intervention de canaux ioniques (Pinheiro & Mulle 2008, Rodriguez-Moreno & Sihra 2007).

Les récepteurs delta présentent deux sous-unités (appelés o1 et 82) localisées
différemment dans le cerveau. Delta2 est situé majoritairement au niveau des cellules de
Purkinje dans le cervelet. Deltal est exprimée dans les cellules ciliées internes de 1’appareil
auditif et faiblement dans les cellules pyramidales et granulaires de 1’hippocampe (Schmid &
Hollmann 2008). Un modéle de souris génétiquement modifiée présentant une mutation

ponctuelle de la sous-unité delta2 montre une altération de la coordination des mouvements et
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de I’apprentissage moteur. D’autre part, la disparition de la sous-unité Deltal chez les souris,
induit un déficit auditif. Les sous-unités delta semblent jouer un réle important dans la
neurotransmission glutamatergique. Par contre, aucun agoniste des récepteurs ionotropiques
n’a une action sur les sous-unités Delta et leur activité ne semble pas étre liée aux récepteurs

canaux (Schmid & Hollmann 2008).

e Récepteurs métabotropiques

Les récepteurs métabotropiques (mGluRs) font partie de la famille des récepteurs a sept
domaines transmembranaires couplés aux protéines G. L’activation des récepteurs
métabotropiques induit 1’activation de seconds messagers comme 1’AMP-cyclique ou
I’inositol-3-phosphate (IP-3) déclenchant les voies de phosphorylation dépendant de I’AMPc
ou la libération du calcium au niveau du réticulum endoplasmique et les voies de
phosphorylation dépendante de la protéine kinase C.

Les mGluRs sont classés en trois groupes en fonction de leur homologie de séquence, de leur

pharmacologie et des voies de transduction auxquelles ils sont couplés (Conn & Pin 1997).

e Récepteurs ionotropiques et métabotropiques pré-synaptique

Les récepteurs du glutamate ionotropiques et métabotropiques sont ¢galement localisés au
niveau pré-synaptique. Leur fonctionnalit¢ a ¢été étudiée pharmacologiquement et
biochimiquement sur des tranches de cerveaux et sur des synaptosomes. Les récepteurs
métabotropiques contrdlent (entre autre) la libération des neurotransmetteurs. Les récepteurs
Kainate ionotropiques agissent sur la plasticité pré-synaptique a court terme. Les récepteurs
AMPASs ionotropiques, sous I’action d’un agoniste, dépolarisent les terminaisons pré-
synaptiques, mais le mécanisme reste pour l’instant inconnu. Il semble donc que des
récepteurs ionotropiques pré-synaptiques facilitent la neurotransmission (Pinheiro & Mulle

2008).
-1V-4.4 Arrét du signal

L’essentiel du glutamate présent dans I’espace synaptique est recapté par les neurones pré et
post synaptique et par les astrocytes avoisinant (Danbolt 2001). Comme on 1’a déja vu, dans

les astrocytes, il va y étre transformé en glutamine sous 1’action de la glutamine synthétase.
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-V- LES TRANSPORTEURS VESICULAIRES DU GLUTAMATE

-V-1 Le transport vésiculaire du glutamate et ses inhibiteurs

Dés 1983, Naito et Ueda mettaient en évidence une capture de [*H]-Glutamate ATP-
dépendante par une préparation de vésicules purifiées de cerveau de beeuf (Naito & Ueda
1983). D’autres travaux ont apporté la preuve d’une distinction entre la consommation d’ATP
et la capture du glutamate (Maycox et al. 1990). En effet, si on remplace la V-ATPase par la
rhodopsine, qui est capable de générer un gradient de photons de fagon photo-dépendante,
cela n’altere pas le stockage du glutamate par les vésicules (Maycox et al. 1990). L hydrolyse
d’ATP par la V-ATPase génére un gradient électrochimique de protons de part et d’autre de la
membrane vésiculaire (Beyenbach & Wieczorek 2006). Le transporteur vésiculaire utilise
I’énergie de ce gradient pour accumuler le glutamate dans la vésicule avec une affinité
apparente de I’ordre du millimolaire (Carlson et al. 1989, Maycox et al. 1988, Naito & Ueda
1983). L’ensemble des données de la littérature suggére une cinétique d’accumulation du

glutamate a un site de liaison, suggérant 1’existence d’un monomere.

Le transport du glutamate présente des caractéristiques bioénergétiques différentes de
celles des monoamines, de 1’acétylcholine ou du GABA. Il dépend majoritairement de la
composante AY du gradient du pH (Carlson et al. 1989, Maycox et al. 1988, Naito & Ueda
1983). De plus, le transport vésiculaire du glutamate dépend €galement des ions chlore a une
concentration physiologique de 2 & SmM pour un transport optimal (Maycox et al. 1988,
Naito & Ueda 1985). Plusieurs hypothéses ont été proposées pour expliquer le mécanisme
d’action des ions chlorures : ® Une faible concentration des anions Cl pourrait étre nécessaire
a I’établissement d’un AY minimal, nécessaire au transport du glutamate (Maycox et al. 1988,
Tabb et al. 1992); e Les anions ClI° pourraient réguler le transport du glutamate
indépendamment de AW par une réaction directe avec VGLUT (Hartinger & Jahn 1993) e
Les anions CI" pourraient agir selon les deux mécanismes cités précédemment, intervenant
sur le gradient électrochimique de protons par régulation du ApH et du AY et par action

directe avec VGLUT (Wolosker et al. 1996).

Apres les premicres études sur le transport du glutamate, des recherches ont été
effectuées par différentes équipes afin de découvrir des substances susceptibles d’inhiber les
VGLUTs. Fonnum et ses collaborateurs ont ét¢ les premiers a identifier des molécules plus ou

moins spécifiques des VGLUTs (Fykse & Fonnum 1991). Des inhibiteurs compétitifs
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appartenant a la famille des colorants ont été identifiés. Les plus efficaces sont le bleu Evans
et le bleu Trypan avec une affinité d’une dizaine de nanomolaire (Roseth et al. 1995, Roseth
et al. 1998). Le Rose Bengale inhibe également 1’accumulation vésiculaire de glutamate avec
une affinité du méme ordre que les deux autres colorants mais de maniére non compétitive
(Ogita et al. 2001). 1l existe trés peu d’agents pharmacologiques ciblant les VGLUTSs et ils
sont peu spécifiques.

Un facteur protéique (nommé IPF) inhibe I’accumulation vésiculaire du glutamate et du
GABA ainsi que la libération in vitro du glutamate, du GABA ou de la sérotonine par les
terminaisons nerveuses (Ozkan et al. 1997, Ogita et al. 2001). Deux enzymes de la glycolyse,
dont I’activité produit I’ATP utilisé préférentiellement par la V-ATPase, sont présentes sur la
membrane des vésicules synaptiques glutamatergiques (Ikemoto et al. 2003). Ce couplage
entre la production d’ATP par glycolyse et son utilisation pour engendrer le AuH" implique de

nouvelles possibilités de régulation du remplissage vésiculaire (Figure 20).

-V-2 Découverte des transporteurs vésiculaires du glutamate

Depuis 2000, trois transporteurs vésiculaires du glutamate (VGLUT1-3) ont été identifiés. Ils
sont tous les trois trés homologues et permettent 1’accumulation H'-dépendante du glutamate

dans des vésicules synaptiques.

Transporteur vésiculaire du glutamate 1 (VGLUTL) :

En 1994, un premier transporteur a ét¢ défini comme un transporteur de phosphate
inorganique dépendant du sodium spécifique du cerveau (BNPI) (Ni et al. 1994). Son
expression dans des ovocytes de xénope entraine un transport de phosphate inorganique
dépendant du sodium (Ni et al. 1994). Effectivement, BNPI présente une homologie
d’environ 30% avec une famille de transporteur de phosphate inorganique sodium-dépendants
(NAPi). Les transcrits de BNPI sont trés abondants au niveau de neurones du cortex cérébral,
hippocampique et cérébelleux. BNPI est également trouvé au niveau des noyaux thalamiques,
des bulbes olfactifs et de certains noyaux du tronc cérébral (Ni et al. 1995). La protéine BNPI
est associée aux vésicules au niveau des terminaisons synaptiques formant des synapses
asymétriques caractéristiques des terminaisons neuronales glutamatergiques (Bellocchio et al.
1998), suggérant un role pré-synaptique dans les neurones glutamatergiques. En 2000, deux
groupes démontrent, indépendamment, que BNPI est un transporteur vésiculaire du

glutamate.
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Bellochio et collaborateurs rapportent que des vésicules purifiées a partir de cellules
PC12 transfectées avec BNPI catalysent un transport de glutamate proton-dépendant
(Bellocchio et al. 2000). D’autre part, Takamori et collaborateurs établissent que lorsque des
interneurones isolés sont transfectés avec BNPI, ils acquiérent la capacité de libérer du
glutamate (Takamori et al. 2000). IIs en concluent donc que BNPI, & lui seul, permet
d’attribuer le phénotype glutamatergique a des interneurones GABAergiques (Takamori et al.
2000). Suite a ces travaux, BNPI a été rebaptisé Transporteur Vésiculaire du glutamate de

type 1 (VGLUTI).

Transporteur vésiculaire du glutamate 2 (VGLUT?2)

En 2000, un deuxieéme transporteur (DNPI), présentant 82% d’homologie avec BNPI,
est identifié (Aihara et al. 2000). DNPI appartient a la famille des NAPi. En 2001, plusieurs
groupes (dont le ndtre) montre que DNPI transporte le glutamate avec les mémes
caractéristiques que VGLUT]1 (Fremeau et al. 2001, Herzog et al. 2001, Takamori et al. 2001,
Varoqui et al. 2002). VGLUT2, comme VGLUTI, est associé a des vésicules synaptiques
présentant dans des terminaisons nerveuses formant des synapses asymétriques (Herzog et al.
2001). L’ARN messager codant pour VGLUT2 est synthétisé par un continuum de neurones
sous-corticaux allant du diencéphale jusqu’a la moelle épinicre (Aihara et al. 2000, Fremeau

et al. 2001, Herzog et al. 2001).

Transporteur vésiculaire du glutamate 3 (VGLUT3)

Enfin en 2002, un troisiéme transporteur est cloné par notre équipe (Gras et al. 2002)
puis par d’autres groupes (Fremeau et al. 2002, Schafer et al. 2002, Takamori et al. 2002).
D’un point de vue aussi bien structural que fonctionnel, VGLUT3 se distingue assez peu de
VGLUTI1 et VGLUT2. Par contre, sa distribution est tout a fait surprenante (Chapitre V-4).
De plus, en microscopie €lectronique, nous avons observé la présence de VGLUT3 dans des

terminaisons nerveuses non glutamatergiques (Gras et al. 2002).

-V-3 Structure tridimensionnelle des VGLUTSs

La séquence protéique des trois VGLUTs présente un fort pourcentage d’identité
(supérieur a 70%). L’analyse du profil d’hydropathicité suggére I’existence de 6 a 12
domaines transmembranaires hydrophobe. Récemment, Almqvist et collaborateurs ont
cristallisé puis déterminé la structure tridimensionnelle d’un distant homologue bactérien des

VGLUTs (le transporteur de glycérol-3 d’Escherichia coli, (Almgqvist et al. 2007)). Cela les a
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conduits a proposer la structure tridimensionnelle a 12 segments transmembranaires reliée par
des courtes boucles cytoplasmiques et vésiculaires. Le modéle présenterait une conformation
close du c6té intra-vésiculaire et une ouverture accessible a I’eau et d’autres substrats du coté
du cytoplasmique. De méme, 1’équipe de Moriyama a proposé une structure semblable mais

avec des longueurs différentes pour les domaines transmembranaires (Juge et al. 2006).

-V-4 Localisation anatomique des VGLUTSs

Transporteur vésiculaire du glutamate 1 (VGLUT1)

L’ARNm codant VGLUT1 est principalement réparti dans le bulbe olfactif, les
couches II-VI du cortex, dans 1’hippocampe (gyrus dentelé, corne d’Amon (CA1-CA3),
subiculum), les couches granulaires du cervelet, et la matiére grise péri-acqueductales
(Herzog et al. 2001, Ni et al. 1994, Ni et al. 1995, Varoqui et al. 2002).

Une faible quantité est localisée au niveau du septum latéral, dans certains noyaux
thalamiques et dans le subiculum. L’ARNm de VGLUT1 est donc principalement exprimé
dans les structures corticales du systéme nerveux central.

Au niveau protéique, VGLUT!1 est distribu¢ de facon ubiquitaire dans le cortex
cérébral, dans I’hippocampe (sauf la couche des cellules pyramidales et des grains), les bulbes
et les tubercules olfactifs, le caudé-putamen, le noyau accumbens et le septum (Bellocchio et
al. 1998, Fremeau et al. 2001, Fujiyama et al. 2001, Herzog et al. 2001, Herzog et al. 2004b,
Kaneko & Fujiyama 2002). Il est également présent au niveau du thalamus, la couche
moléculaire et les fibres moussues de la couche granulaire du cervelet, le noyau pontin et
I’hypothalamus ainsi que dans le tronc cérébral inférieur et dans la moelle épiniére dorsale et
ventrale (Varoqui et al. 2002). Ainsi, la distribution de ’ARNm codant VGLUT! et de la
protéine présente une répartition différente. Cela tient au fait que les neurones
glutamatergiques sont de neurones de projection. Les protéines VGLUT1 et VGLUT2 sont
présentes exclusivement dans des terminaisons nerveuses situées a distance du soma

neuronal.

Transporteur vésiculaire du glutamate 2 (VGLUT2)

L’étude de I’expression de VGLUT2 par Northern Blot et Hybridation in situ a permis
d’observer une répartition qui est complémentaire de celle de VGLUTI1. L’ARNm de

VGLUT?2 est visualisé au niveau des régions sous-corticales allant du thalamus a la moelle
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épiniére (Aihara et al. 2000, Herzog et al. 2001). Il est surtout présent au niveau du thalamus,
de I’habénula latérale et médiane, 1’épithalamus et le noyau sous-thalamique (Aihara et al.
2000, Herzog et al. 2001). L’ARNm est également observé au niveau de I’hypothalamus en
quantité modérée, plus précisément dans les noyaux ventro-médian, arqué et supraoptique.
Par contre, ’ARNm de VGLUT?2 est peu représenté dans les structures corticales (cortex,

hippocampe ou amygdale).

Au niveau protéique, VGLUT?2 est présent dans les couches I et IV et a plus faible
intensité dans la couche VI du cortex, dans la couche superficielle externe de la couche des
grains du gyrus dentelé, I’amygdale, le thalamus, le caudé-putamen, du globus pallidus, les
collicules inférieurs et supérieurs, la substance noire, le tronc cérébral, le cervelet, le bulbe
rachidien et la moelle épiniere (Fremeau et al. 2001, Fujiyama et al. 2001, Herzog et al. 2001,

Kaneko & Fujiyama 2002, Varoqui et al. 2002).

Transporteur vésiculaire du glutamate 3 (VGLUT3)

L’ARNm codant pour VGLUT3 est présent dans des interneurones du caudé-putamen, de
I’accumbens, du cortex cérébral et de I’hippocampe. Le marquage est intense au niveau des
noyaux du raphé (Gras et al. 2002, Herzog et al. 2004a, Schafer et al. 2002). Les neurones
exprimant VGLUT3 sont globalement peu nombreux et répartis de fagon précise dans un

nombre limité de structures.

Pour la protéine, celle-ci est présente dans certaines couches corticales (II, V et VI), le septum
latéral, I’ensemble du striatum et de 1’accumbens, les noyaux basolatéral et basomédian de
I’amygdale, la substance noire compacte, [’aire tegmentale ventrale, le noyau

interpédonculaire et les raphés dorsal et médian (Herzog et al. 2004a, Schafer et al. 2002).

-V-5 Expression de VGLUT3 dans des neurones hétérologues

De fagcon tout a fait surprenante, VGLUT3 est exprimé par des neurones non
glutamatergiques, incluant les interneurones cholinergiques au niveau du striatum dorsal et
ventral, les interneurones GABAergiques au niveau de I’hippocampe et du cortex cérébral et
les neurones sérotoninergiques au niveau des noyaux du raphé (Herzog et al. 2004a, Schafer

et al. 2002).
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-V-5.1 VGLUTS3 dans les interneurones cholinergiques

Dans les neurones cholinergiques, 1'acétylcholine (ACh) est synthétisée a partir de
choline et d'acétyl-coenzyme A au cours d'une réaction catalysée par la choline
acétyltransférase (ChAT). L'acétyl coenzyme A provient du métabolisme du glucose dans la
mitochondrie. La choline, qui est I'¢lément limitant de la synthése d'acétylcholine, est captée
du milieu extra-cellulaire par un transporteur sodium-dépendant (ChT). La ChAT est un
marqueur spécifique des neurones cholinergiques. Contrairement a de nombreux
neuromédiateurs, qui sont retransportés dans les neurones qui les ont libérés (recapture) apres
exocytose, l'acétylcholine est essentiellement dégradée en choline et en acétate par les
acétylcholinestérases (AchE) de I’espace synaptique. La demi-vie de I'ACh libérée est de 1 a
2 millisecondes.

L’ensemble des noyaux constituant le systéme cholinergique est localis¢ dans le
prosencéphale et le tronc cérébral. Le prosencéphale contient des structures dont la bande de
Broca, le noyau préoptique, la substance innominée, le noyau basal de Meynert et les noyaux
du septum. Les projections provenant des noyaux Chl a Ch4 sont majoritairement corticales.

- La région Chl correspond au noyau médian du septum formé par les cellules
cholinergiques de petite taille.

- Larégion Ch2 correspond au bras vertical de la bande de Broca formée par les cellules
cholinergiques fusiformes et de taille moyenne. Les deux noyaux Chl et Ch2 représentent la
principale origine de la voie septo-hippocampique.

- Larégion Ch3 est formée par la partie latérale du bras horizontal de la bande de Broca.
Elle constitue une prolongation entre les zones Chl et Ch4.

- Larégion Ch4 est constituée de plusieurs structures dont le noyau basal de Meynert, le
globus pallidus, le noyau de 1’anse lenticulaire, la partie médiane du bras horizontal de la
bande de Broca et le noyau préoptique ou les cellules sont réunies en amas. Les axones de ces
cellules innervent aussi le cortex cérébral.

- Les deux derniers noyaux (Ch5 et Ch6) sont localisés dans le tronc cérébral. La région
Ch5 est formée par les noyaux cunéiforme, pédonculaire et parabrachial et le noyau Ch6
représente le noyau tegmental latéral. Les projections de ces deux noyaux constituent la voie
dorsotegmentale ascendante. Elles innervent les noyaux thalamiques, 1’habenula, les colliculi

supérieurs.
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Comme le montrent les études de pathologies humaines (maladie de Parkinson,
maladie d’ Alzheimer, démence a corps de Lewy) ou les modéles animaux, ’acétylcholine est
associée aux processus cognitifs (Perry et al. 1999). Chez des sujets sains, des antagonistes
des récepteurs muscariniques de 1’acétylcholine provoquent 1’apparition de confusions
mentales semblables a celles des patients atteints de démence. L utilisation d’inhibiteurs de
I’AChE, diminue I’intensité de ces confusions mentales. On peut donc en déduire que, dans le
systéme nerveux sain, I’acétylcholine contrdle le niveau d’attention et d’éveil (Perry & Kellar
1995, Sarter & Parikh 2005).

Dans le systeme cholinergique, VGLUT3 est exclusivement exprimé au niveau du
striatum
D’un point de vue neurocytologique, le striatum se compose

1) des neurones efférents GABAergiques appelés les neurones épineux de taille moyenne

(medium spiny neurons ou MSN). Les MSN représentent 95% des neurones striataux.

2) d’interneurones cholinergiques (1-2% des neurones striataux) et GABAergiques non

épineux.

Ces populations neuronales se répartissent entre 2 territoires appelés « patch » et matrice
(Desban et al. 1993). La matrice, représente 85% du tissu striatal qui est caractérisé par
I’expression majoritaire des marqueurs cholinergiques (Desban et al. 1993). La matrice est
également parcourue par des striosomes (ou ilots) qui sont caractérisés par I’expression de
récepteurs aux opioides de type mu. La région sensorimotrice du striatum est principalement
constituée de matrice, alors que la région limbique est enrichie en striosomes (Kawaguchi et

al. 1995).

Dans le striatum, on trouve I’ARNm codant VGLUT3 dans les somas des
interneurones cholinergiques situés dans le striatum dorsal, I’accumbens et la partie striatale
des tubercules olfactifs (Gras et al. 2002, Nickerson Poulin et al. 2006, Schafer et al. 2002).
Dans ces interneurones, VGLUT3 est colocalisé avec le transporteur vésiculaire de
I’acétylcholine (VAChT) et la ChAT. De plus, contrairement 8 VGLUT1 et VGLUT2 qui
sont exprimés uniquement dans les terminaisons nerveuses, VGLUT3 est détecté dans le
soma, les dendrites proximales et les terminaisons de 1’interneurone cholinergique (Fremeau

et al. 2002, Gras et al. 2002, Nickerson Poulin et al. 2006).

-V-5.2 VGLUT3 dans les interneurones GABAergiques
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L’acide gamma aminobutyrique (GABA) est le principal neurotransmetteur inhibiteur
du systéme nerveux central. Il devient inhibiteur a 1'age adulte mais qui est excitateur lors du
développement embryonnaire (Ben-Ari 2002). Il posséde par ailleurs un réle neurotrophique,

c'est-a-dire qu'il favorise la croissance de certains neurones.

Le GABA est synthétisé a partir de l'acide glutamique sous I’action de 1’acide
glutamique décarboxylase (GAD) et catabolisé par la GABA transaminase (GABAT). Les
propriétés inhibitrices du GABA dans le systéme nerveux central sont utilisées dans certains
traitements de 1'épilepsie, en inhibant sa dégradation (ex : acide valproique inhibiteur de la
GABAT) ou sa recapture (GABApentine, inhibiteur des GAT)

A ce jour, trois types de récepteurs du GABA ont été identifiés. Deux récepteurs
canaux, perméables aux anions (chlorure et hydrogénocarbonate principalement), nommés
GABATrA et GABArC, et les récepteurs métabotropiques nommées GABATB. Les récepteurs
GABATrA sont la cible des anxiolytiques de la famille des benzodiazépines qui potentialisent

(augmentent) leur effet inhibiteur du systéme nerveux central.

On trouve le GABA essentiellement dans des interneurones ainsi que dans quelques
neurones de projections efférents. Les interneurones GABAergiques présentent une forte
diversité morphologique (pour revue voir la classification de (Ascoli et al. 2008)). L’ARNm
de VGLUTS3 est exprimé exclusivement dans certains interneurones GABAergiques du cortex
cérébral et de ’hippocampe (Fremeau et al. 2002, Gras et al. 2002, Herzog et al. 2004a,
Schafer et al. 2002, Somogyi et al. 2004). Dans ces interneurones, VGLUT3 colocalise avec
les marqueurs GABAergiques (I’acide glutamique décarboxylase (GAD) et le transporteur
vésiculaire des acides aminés inhibiteurs (VIAAT) (Herzog et al. 2004a, Somogyi et al.
2004).

Dans le cortex et I’hippocampe, les terminaisons nerveuses des interneurones, dits
«en corbeille » (basket cells) a cause de leur forme, entourent les somas et dendrites
proximales des neurones glutamatergiques pyramidaux. Deux grands groupes se distinguent :
les interneurones GABAergiques qui expriment la parvalbumine (PV, protéine liant le
calcium) et ceux qui coexpriment la cholécystokinine (CCK, neuropeptide) (Somogyi et al.
2004). VGLUT3 est observé dans 1,3% des interneurones GABAergiques corticaux des
couches II et III (PV- et CCK-positifs, (Hioki et al. 2004)). Les interneurones GABAergiques
exprimant VGLUT3, la CCK et d’autres marqueurs moléculaires, forment un réseau de

connexions trés robuste permettant de synchroniser I’activité rythmique des neurones
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pyramidaux du cortex et de I’hippcoampe (Ascoli et al. 2008, Hioki et al. 2004). L’équipe de
Seal et al. a montré une hyperexcitabilité corticale des souris n’exprimant plus VGLUT3
(KO-VGLUT3, (Seal et al. 2008)). Ces auteurs suggerent une implication de VGLUT3 au
sein du systéeme GABAergique, dans la genése des crises d’épilepsie et proposent cette souris

comme modele murin d’épilepsie de type absence.

-V-5.3 VGLUT3 dans les neurones sérotoninergiques

Le systéme sérotoninergique est constitué de neurones distribués en 9 groupes le long
de la ligne médiane du tronc cérébral. Les groupes les plus postérieurs (B1 a B4) comprenant
les noyaux des raphés magnus, obscurus, pallidus et pontis projettent vers la moelle épiniére
et le systéme nerveux périphérique. L’innervation du cerveau antérieur provient des groupes

rostraux (B6 a B9) comprenant le raphé dorsal (RD) et le raphé médian (RM).

Le systéme sérotoninergique reste trés hétérogeéne sur les plans anatomique et
structural. Les raphés dorsal et médian contiennent des neurones sérotoninergiques,
GABAergiques, peptidergiques et quelques neurones dopaminergiques (Michelsen et al.
2007). VGLUT3 a également été observé dans des neurones glutamatergiques du raphé qui se
projettent vers ’hippocampe et le septum (Jackson et al. 2009).

Les noyaux des raphés dorsal et médian se projettent dans tout le cerveau mais a des
intensités différentes (Hensler 2006, Molliver 1987). Les projections de la partie rostrale du
raphé dorsal se dirigent vers le striatum alors que la partie caudale du raphé dorsal se projette
dans le septum latéral et la substance noire (Hensler 2006, Molliver 1987, Waselus et al.
2006). Les terminaisons du raphé dorsal se retrouvent au niveau du hile du gyrus dentelé
tandis que les terminaisons du raphé médian sont présentes dans I’ensemble de I”’hippocampe
(Molliver 1987).

La neurotransmission sérotoninergique intervient au niveau de nombreuses fonctions
périphériques et centrales. En particulier, la sérotonine (5-HT) est largement impliquée chez
I’homme dans le controle des émotions et de I’humeur, dans 1’anxiété, la dépression,
I'irritabilité, 1’impulsivité et 1’agressivité. L’anxiété et la dépression font partie des
pathologies dont I’importance grandit avec les conjonctures actuelles et futures au point de
devenir la deuxiéme cause de maladies invalidantes (Cryan & Holmes 2005). Une classe
majeure d’antidépresseurs sont des inhibiteurs spécifiques de la recapture de la sérotonine

(SSRI) et de son transporteur plasmique (SERT). La sérotonine n’est pas le seul
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neurotransmetteur a intervenir dans 1’anxiété et la dépression puisque le glutamate, la
dopamine, la noradrénaline, et le GABA font également partie du circuit limbique. De
nouvelles données indiquent que des substances pharmacologiques glutamatergiques
pourraient étre utilisées pour soigner des patients anxieux ou dépressifs qui ne réagiraient pas
aux traitements sérotoninergiques (Bergink et al. 2004).

L’hypothése selon laquelle les neurones 5-HT pouvaient utiliser le glutamate comme
cotransmetteur a été formulée il y a presque vingt ans (Kaneko et al. 1990). Par la suite,
Johnson et collaborateurs ont observé la libération de glutamate par des neurones
sérotoninergiques en microculture (Johnson 1994). Plus récemment, les présences de I’ARNm
codant pour VGLUT3 dans les somas et du transporteur dans des terminaisons
sérotoninergiques ont été rapportées (Gras et al. 2002, Schafer et al. 2002, Somogyi et al.
2004). Cependant, bien que les ARNm de VGLUT3 soient présents dans tous les somas
sérotoninergiques, VGLUT3 ne semble pas étre présent dans toutes les terminaisons 5-HT

(Amilhon et al. soumis, Fremeau et al. 2002, Schafer et al. 2002).

-VI- DEUX PATHOLOGIES LIEES AU GLUTAMATE

Le glutamate intervient dans des fonctions cérébrales comme la mémoire,
I’apprentissage et la motricité. Cependant, une libération trop forte ou trop prolongée du
glutamate entraine une excitotoxicité et la mort des neurones postsynaptiques. En effet, la
suractivation des récepteurs AMPA et NMDA du glutamate provoque une entrée massive de
calcium et la stimulation de nombreuses enzymes cellulaires. Le calcium va induire la
production de radicaux libres, du stress oxydatif et une atteinte du métabolisme mitochondrial
(Camacho & Massieu 2006) et déséquilibrer la balance énergétique de la cellule contribuant a
sa mort.

Différentes pathologies neurologiques sont causées par une dégénérescence neuronale
aigu€ ou progressive. C’est le cas de I’ischémie (Camacho & Massieu 2006) et de
I’hypoglycémie cérébrales, des traumatismes du systéme nerveux central, de 1’épilepsie
(Chapman 2000) ou des pathologies d’étiologie neurodégénérative comme la sclérose latérale
amyotrophique (Turner et al. 2009), la maladie de Huntington (Estrada Sanchez et al. 2008),
la maladie d’Alzheimer (Francis 2003), la maladie de Parkinson (Chaudhuri & Schapira
2009) ou le neuro SIDA.

30



-VI-1 La maladie d’Alzheimer

Au cours de ce travail, j’ai étudié les terminaisons glutamatergiques dans des

échantillons post mortem de sujets humains témoins ou atteints par la maladie d’ Alzheimer.

Alois Alzheimer (14 juin 1864 - 19 décembre 1915) était un psychiatre et un
neuropathologiste allemand qui décrivit en 1906 pour la premicre fois I’histopathologie
caractéristique de la maladie d’Alzheimer. Il révéla grace a une nouvelle technique de
coloration a l'aniline et des imprégnations argentiques la présence de plaques séniles et la
dégénérescence neurofibrillaire.

Actuellement, on évalue a 600 000 - 850 000 le nombre de sujets atteints par la
maladie d’Alzheimer (MA) en France et plus de 6 millions en Europe (données de I’Institut
National de la Santé Et de la Recherche Médicale, INSERM, du 17 mars 2008 et de I’Institut
National de Prévention et d’Education pour la Santé, INPES, du 7 avril 2008). La MA et les
autres pathologies neurologiques représentent 6% des malades de plus de 65 ans.
Actuellement, 225 000 nouveaux cas par an sont comptabilisés. Le vieillissement de la
population va conduire a une nette augmentation des cas de MA. L’INPES prévoit au
minimum 2,1 millions de malades de plus de 75 ans et 1 million de personnes atteintes de
plus de 85 ans en 2050 en France (INPES, numéro 5, mai 2005) soit plus de 80 millions de
cas en 2040 dans le monde (INPES, novembre 2008). Aujourd’hui, la maladie d’Alzheimer

est responsable de 75% des cas de démence.

La MA est définie comme une maladie dégénérative qui provoque des 1ésions du
cerveau. Elle est caractérisée par un début progressif de démence avec une atrophie cérébrale
diffuse. La fréquence de démence augmente avec 1’age, soit 36% des causes de démence chez
les 65-74 ans, 64% chez 75-84 ans, 96% chez les 85 ans et plus. Le principal facteur de risque
connu de la démence et de la MA reste I’age. Les symptdmes comprennent des pertes de
mémoire, des difficultés de jugement, de raisonnement et d’accomplissement des taches
quotidiennes, de méme que des changements dans les capacités de communication, dans
I’humeur et dans les comportements. Cette dégradation se fait sur un mode progressif et
irréversible. La MA est donc décrite comme 1’aggravation progressive des « quatre A » :
Amnésie, Apraxie (troubles gestuels), Aphasie (troubles du langage) et Agnosie (trouble de la

reconnaissance des objets).
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Des échelles d'évaluation permettent de mesurer le déclin des fonctions cognitives du
patient et de juger la sévérité de I'évolution. Il s'agit, par exemple, de 1'échelle de Blessed, du
«mini-mental test », du « clinical dementia rating » (CDR). Dans nos études, 1’état cognitif
des sujets a été évalué de leur vivant par I’échelle clinique de démence — Qualidem (Hughes
et al. 1982). Un entretien du patient et d'un proche permet d'évaluer six axes : 1. Mémoire ; 2.
Orientation ; 3. Jugement, résolution de problémes ; 4. Comportement social ; 5.

Comportement a la maison ; 6. Soins personnels.

La forme la plus courante de la MA est la forme sporadique qui représente 90 a 95%
de tous les cas. Le role de I’hérédité dans la forme sporadique n’est pas clair et continue de
faire I’objet de nombreuses recherches. Une forme moins courante de la MA, la forme
familiale autosomique dominante, représente 5 a 10% de tous les cas connus. Dans certaines

familles, le géne autosomique dominant est transmis d’une génération a ’autre.

Il y a deux écoles pour expliquer les mécanismes qui conduisent a la MA. La « théorie
amyloide neurodégénérative » et la « théorie vasculaire » s’opposent aujourd’hui pour
expliquer la physiopathologie de la maladie.

Pour les tenants de la «théorie amyloide », le clivage anormal de la protéine
précurseur 3 amyloide (APP) favoriserait [’agrégation et [’accumulation du peptide
B amyloide dans I’espace extracellulaire. Le déséquilibre entre sa production et sa clairance
serait le phénomene initiateur de la pathogenése de la maladie d’Alzheimer, conduisant a la
formation de plaques séniles et, secondairement, aux facteurs neurodégénératifs (DNF) et aux
atteintes neuronales et synaptiques.

Pour la « théorie vasculaire », I’exposition au cours de la vie a des facteurs de risques
et pathologies cardiovasculaires, associée aux conséquences du vieillissement cardiaque et de
la paroi artérielle, serait a I’origine d’une diminution de perfusion sanguine chronique
débutant dans des régions cérébrales fragiles par I’amincissement de 1’épaisseur des
vaisseaux. Cette hypoperfussion induirait la cascade physiopathologique pouvant conduite a
la MA ou brutalement suite a une maladie vasculaire cérébrale, exposant aux troubles

cognitifs vasculaires au stade démentiel ou non.

Il apparait donc un lien entre les mécanismes vasculaires et la maladie d’Alzheimer
sporadique, la présence d'une hypoperfusion cérébrale. Ainsi I'hypothése vasculaire explique

les événements métaboliques, biochimiques et physiopathologiques du développement de la
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MA secondairement & une hypoperfusion cérébrale: ce qui n'est pas le cas de l'hypothese
amyloide. Cette hypoperfusion cérébrale conduit a la démence vasculaire avec atteintes

cognitives et sensori-motrices et a la démence d'Alzheimer avec atteintes cognitives.

-VI-1.1 Physiopathologie

Plusieurs changements se produisent dans le cerveau des personnes atteintes par la maladie
d’Alzheimer. Les perturbations de la mémoire et de I’apprentissage, caractéristiques de la
MA, sont liées a un dysfonctionnement et une mort neuronale dans différentes régions
cérébrales, comme I’hippocampe et le cortex préfrontal (Mattson 2004).

En plus des problémes cognitifs (observés du vivant des patients), la confirmation du
diagnostic de la MA se fait par des examens post mortem des cerveaux. On peut observer des
plaques séniles et la dégénérescence neurofibrillaire (DNF), 1’atrophie du cortex cérébral avec
une dilatation des ventricules, associées a des pertes neuronales et synaptiques notables.

- Les plaques séniles: Les cellules du cerveau rétrécissent ou disparaissent et sont

remplacées par des taches denses de forme irréguliére qu’on appelle des plaques séniles.
Celles-ci sont constituées par la substance amyloide. Le constituant moléculaire principal des
plaques séniles est un polypeptide de 39 a 43 acides aminés : le peptide AP non soluble.
Celui-ci est obtenu apres clivage par une [3- et une y-sécrétases de son précurseur, la protéine
précurseur de 1’amyloide (APP), protéine beaucoup plus longue comportant 698 a 777 acides
aminés. Certains dépdts sont constitués uniquement de peptide AP tandis que d’autres sont
entourés par des neurites en dégénérescence neurofibrillaire. 11 s’agit des plaques neuritiques
ou plaques séniles.

- La dégénérescence neurofibrillaire : les neurodégénérescences neurofibrillaires (DNF)

sont formées par I’accumulation de neurofilaments anormaux, les PHF (paires de filaments
appariés en hélice) dans le corps cellulaire et les extensions neuritiques des neurones en
dégénérescence. Les PHF sont constituées de protéines Tau pathologiques, anormalement
phosphorylées.

- Les pertes neuronale et synaptique : dans la maladie d’Alzheimer, la perte neuronale

ne s’éléve pas a plus de 20% sur I’ensemble des régions corticales. Mais cette perte est

concentrée dans les aires corticales associatives (jusqu’a 50%) et dans les noyaux sous-
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corticaux (jusqu’a 60%). Pourtant, elle semble intervenir de maniere tardive dans la
détérioration intellectuelle. Il existe une faible corrélation entre 1’état intellectuel et la densité
synaptique mesurée par la synaptophysine (Francis 2003, Kashani et al. 2008).

- Les Iésions vasculaires : le risque de démence semble augmenté par la présence

d’infarctus cérébral. La maladie d’Alzheimer est plus fréquente chez les patients présentant de
petits infarctus dits lacunaires, en particulier dans trois régions du cerveau : le noyau caudé, le

thalamus et la substance blanche profonde.

L’atrophie cérébrale qui résulte de la dégénérescence s’accompagne de la diminution
de certains neuromédiateurs. En particulier, a des stades séveéres de la MA, le déficit en
acétylcholine peut atteindre 70% dans les noyaux basaux de Meynert (Arendt et al. 1983). La
mise en évidence du réle de 1’acétylcholine a d’ailleurs ouvert la voie vers les premiers
traitements spécifiques. Les déficits cognitifs des patients atteints par la MA semblent
corrélés a une dégénérescence des neurones cholinergiques au niveau du striatum ventral,
interface entre les systémes limbique et moteur (Lehericy et al. 1989). De méme, les neurones
qui utilisent le glutamate, la sérotonine et la norépinéphrine apparaissent particuliérement

affectés (Mattson 2004).

-VI-1.2 Le systeme glutamatergique et la maladie d’Alzheimer

Les DNF et les plaques séniles sont observées dans différentes régions du néocortex et
a tous les stades de la MA. Le cortex associatif (lobes temporal, pariétal et frontal) est
particuliérement atteint, surtout dans les couches corticales III et V pour la dégénérescence
neurofibrillaire et les couches II et III pour les plaques séniles de la région A9 de Brodmann
(Bussiere et al. 2003, Pearson et al. 1985). Les cellules pyramidales localisées dans les
couches III et V du néocortex utilisent le glutamate comme neurotransmetteur et sont
particulierement vulnérables a la MA (Francis 2003). L’atrophie corticale est due a la
destruction des neurones pyramidaux du néocortex. Des travaux récents ont rapporté que la
recapture vésiculaire de glutamate était diminuée dans le cortex de sujets atteints par la MA
(Westphalen et al. 2003). Certaines données de la littérature plaident en faveur d’un rdle de
I’excitotoxicité dans la maladie d’Alzheimer (Doble 1999). Cette hypothése est, en partie,
soutenue par la démonstration des effets bénéfiques d’un antagoniste des récepteurs NMDA,
la mémantine (Herrmann & Gauthier 2008, Shah et al. 2008). Dans les neurones corticaux et

hippocampiques, le glutamate régule la production de BDNF (Brain Derived NeuroFactor) et
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le BDNF stimule la transmission glutamatergique (Mattson 2008). Des travaux récents ont
rapporté une réduction des taux de BDNF dans les cerveaux post mortem de patients atteints
par la MA et suggéré un role protecteur du BDNF contre la toxicité des peptides f amyloides

(pour revue voir (Mattson 2008)).

Il est donc important de définir le taux des transporteurs vésiculaires du glutamate,
marqueurs spécifiques du systéme glutamatergique, dans différentes régions cérébrales de

patients atteints de la maladie d’ Alzheimer.
-VI1-2 L’autisme

Dans un second temps, mon travail de dipldme a porté sur 1’autisme.

L’autisme est un désordre neuro-développemental caractérisé par des troubles de la
communication et des interactions sociales, ainsi que par des comportements répétitifs et des
intéréts restreints. C’est une pathologie qui touche un enfant sur 1000 pour I’autisme typique
dit « autisme de Kanner ». Mais si ’on prend la définition plus large de 1’autisme, un enfant
sur 166 est atteint de troubles du spectre autistique. Le syndrome autistique est 4 fois plus
fréquent chez les garcons que chez les filles. Il se manifeste avant 1’age de 3 ans et fait partie
des troubles envahissants du développement (TED). Les TED comprennent ’autisme, le
syndrome d’Asperger et les troubles envahissants du développement non spécifiés (dits aussi
"autisme atypique"). Ces pathologies présentent différents degrés de sévérité.

Les premiers cas d’autistes ont été¢ décrits par Léo Kanner en 1943. Vers les années
1970-1980, l’autisme était considéré par les médecins comme une maladie d’origine
environnementale due a des parents peu communicatifs. Depuis, 1’origine neurobiologique de

I’autisme résultant des facteurs génétiques complexes a été confirmée (Jamain et al. 2003a).

-VI-2.1 Diagnostic de I’autisme

L’autisme peut étre diagnostiqué des 1’dge de deux ans principalement grice aux
observations des parents. Aujourd’hui, les critéres de diagnostic de I’autisme sont basés sur la
Quatrieme révision du manuel diagnostic et statistique des désordres mentaux (DSM 1V). Les
trois critéres (altération qualitative des interactions sociales ; altération qualitative de la
communication ; caractére restreint, répétitif et stéréotypé des comportements, des intéréts et

des activités) doivent étre présents pour définir un diagnostic d’autisme.
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En plus des anomalies neuro-développementales, on observe une augmentation de la
taille de la téte (macrocéphalie) chez 20 % des sujets. Par ailleurs, des études d’imagerie ont
permis de mettre en évidence des anomalies au niveau du lobe frontal, du cervelet et des

structures limbiques chez certains sujets atteints d'autisme.

-VI-2.2 Multicausalité de I’autisme

L’autisme présente un ensemble de signes cliniques dont la sévérité varie en fonction
des patients. De plus, les causes de I’autisme sont trés complexes, impliquant majoritairement

des facteurs génétiques et environnementaux. (Geschwind 2008).

De nombreux arguments sont en faveur d’une origine génétique. Tout d’abord, le taux
de concordance de ’autisme est plus important chez les jumeaux monozygotes (60-92%) que
chez les jumeaux hétérozygotes (5-40%). Pour les familles ayant déja un enfant atteint
d’autisme, il y a 5-8% de probabilité qu’un deuxiéme enfant soit également atteint, comparé a
0,6% dans la population générale.

Différentes études ont montré que la transmission génétique ne suit pas un seul motif.
En effet, ’autisme présente une trés grande hétérogénéité génétique. Différentes pathologies
génétiques peuvent Etre associées a 1’autisme comme : le syndrome de Rett, la sclérose
tubéreuse, le syndrome de 1’X fragile et le syndrome de Joubert. Par ailleurs, des anomalies
chromosomiques, comme des délétions et des duplications de certaines régions
chromosomiques sont retrouvées chez au moins 10% des patients (Geschwind 2008).
Plusieurs mutations de protéines synaptiques (les neuroligines (NLG3, NLG4), SHANK3 et la
neurexine (NRXNT1) ont été identifiées chez des patients atteints du syndrome autistique
(Arking et al. 2008, Durand et al. 2007, Durand et al. 2008, Jamain et al. 2003b). Ces études
suggerent fortement 1’altération de la formation et la maturation des synapses dans la
pathologie de I’autisme (Betancur et al. 2009).

En effet, les neuroligines (par exemple) sont des protéines d’adhésion qui servent a
stabiliser I’interaction entre une terminaison nerveuse et une épine dendritique. La NLG1 et
NLG2 sont reliées respectivement au systéme glutamatergique et au systeme GABAergique
(Varoqueaux et al. 2004). De plus, Varoqueaux et collaborateurs ont montré que des mutants
de triples délétions NLGI1-, NLG2-, NLG3-KO mourraient a la naissance de déficit

respiratoire dii a une réduction de la transmission glutamatergique et GABAergique
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(Varoqueaux et al. 2006). Ces observations suggérent donc qu’il pourrait exister chez certains

autistes un déséquilibre de la transmission glutamatergique et GABAergique.

Durant le développement du cerveau, le glutamate, en régulant la synaptogenése, est
impliqué dans la formation de la cytoarchitecture (Sahai 1990). Or, il a été proposé que
I’autisme serait une pathologie hypoglutamatergique d'aprés des études neuroanatomiques,
pharmacologiques, de neuroimagerie et d’expérimentation animale (Carlsson 1998). Des
antagonistes du glutamate chez des sujets sains induisent des symptomes similaires a ceux
observés chez des patients atteints d’autisme. De méme, des modéles expérimentaux
d’hypoglutamatergie montrent également des symptomes similaires a ceux de 1’autisme, tels
qu'un défaut d'habituation, un répertoire restreint de comportement et une incapacité a
changer de comportements (Carlsson 1998). De plus, des anomalies du systéme
glutamatergique ont été observées chez des patients atteints d’autisme. Des taux plasmatiques
¢levés de glutamate, d’aspartate et de taurine ont été mesurés par chromatographie liquide a
haute pression chez 14 enfants autistes (Moreno-Fuenmayor et al. 1996). L’origine de ces
modifications des taux plasmatiques des acides aminés chez des patients autistes reste pour
I’instant incomprise. Certains auteurs ont proposé d’utiliser les taux de glutamate, aspartate et
du GABA plaquettaires comme des biomarqueurs de I’autisme infantile. (Rolf et al. 1993).
Les récepteurs du glutamate de type AMPA et les transporteurs du glutamate (EAATI,
GLAST-1) augmentent au niveau du caudé-putamen et du cortex préfrontal chez des patients
autistes (Purcell et al. 2001). Par contre, la densité des récepteurs AMPA est diminuée au
niveau du cervelet des patients (Purcell et al. 2001).

L’ensemble de ces résultats suggére que lautisme serait une maladie
hypoglutamatergique. Par conséquent, 1’objectif d’une partic de mon travail a été d'évaluer
des marqueurs spécifiques du systéme glutamatergique, les transporteurs vésiculaires du
glutamate (VGLUT1 et VGLUT2) au niveau des terminaisons glutamatergiques a partir de

cerveaux post mortem de patients atteints d’autisme par rapport a des témoins du méme age.

Pour étudier le systeme glutamatergique normal et pathologique, j’ai travaillé d’une
part sur un modéle animal et de I’autre sur des échantillons de cerveaux humains post
mortem. Ces différents modeles ont été abordés par des méthodes d’anatomie

quantitative et qualitative que je décrirai brievement dans le chapitre suivant.
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